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FL 0SSIOE ZUBEREITUNG ENTHALTEND OLIGOPEPTIDE OHO VERBTHERTES CVC L »E X TR» 

Die voriiegende Erfindung betrifft eine wassrige pharmazeutische 
Zuberertung von Oligopeptiden dar Forme. I. entha.tend ain Oligopepbd 
und ain varather.es 0-Cyclodextrin mit einer WasserlbslichkeK von grafter 
als 1 ,8 mg / ml Wasser sowie die Herstellung dar wassngen 
pharmazeutischen Zubereitung. 

Die in der erfindungsgemaaen Zubereitung enthaltenen Oligopeptide sind 
Cyclopeptide der Formel I 

Cyclo-(n-Arg-nGly-nAsp-nD-nE) 



worin 

D und E jeweils unabhangig voneinander Gly, Ala, B-Ala. Asn, Asp, 

Asp(OR), Arg, Cha, Cys, Gin, Glu. His, lie, Leu, Lys, Lys(Ac), 
Lys(AcNH 2 ). Lys(AcSH), Met, Nal, Nle. Orn, Phe, 4-Hai-Phe, 
homoPhe. Phg. Pro, Pya, Ser, Thr, Tia, Tic, Trp. Tyr Oder Val, 
wobei die genannten AminosSurereste auch derivatisiert se,n 
konnen, 

r Alky! mit 1 -1 8 C-Atomen , 

Hal F, CI, Br, I, 

Ac A lkanoylmit1-10C-Atomen,Aroylmit7-11 C-Atomenoder 

Aralkanoyl mit 8-12 C-Atomen, 

ein Hydrogenatom oder einen Alkylrest R, Benzyl oder einen 
Aralkyl-Rest mit 7-18 C-Atomen an der alpha-Aminofunktion des 
entsprechenden Aminosaurerestes 



bedeuten, 
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mi , der Bedingung, dass mindestens ein Aminosaurerest Ober e,nen 
Lstituenten n verfugt. wobei n R bedeutet. U nd wobei. sofern es s,ch u m 
Reste optisch aktiver Aminosauren und Aminosaurederivate handelt, 
sowoh. die D- ate auch die L- Formen eingeschlossen sind, sowie deren 
physiologisch unbedenkliche Salze. 

Die Oligopeptide der Formel I sind In EP 0 770 622 A2 beschrieben. 
Hinsichtiich des Bedeutungsinhaits der in Formel I emhaltenen 
Aminosauren und Substituenten sowie der Herstellung der Pept.de w,rd auf 
diese Druokschrift verwiesen. 

Die Oligopeptide der Formel I wirken ais .ntegrin-lnhibitoren. wobei sie 
insbesondere die WechseMrkungen der P3 - oder Mntegrin-Rezeptoren 
mitendogenenLigandenhemmen.Die V erbindungenzeigenWirksamke,t 

gegenuber den Integrinen a vP3 . a vP5 , avPsund a„ P 3 aber auoh gegenuber 
av p 1 ,unda v p 8 -Re Z eptoren.BesondereBedeutungkommtdabe,der 
Blockade der a vP3 und a.pa-Pezeptorenzu.Besonderse^ahn.ae.h.erbe, 

die Verhinderung der Stimulation von a^-Rezeptoren durch den 
endogene Liganden Fibrinogen. 

Die besohriebenen interaktionen fuhren insbesondere zu einer inhibition 
der Angiogenese. so dass die Oiigopeptide zur Krebstherapie gee.gnet 
sind Besondersen«ahntseihierbeidasOligopeptidCilengitide.ein 
cykiisches Pentapeptid mK der chemischen Bezeichnung Cycle- A^-Giy- 
Asp-D-Phe-NMe-Val). Cilengitide befindet sich bereits in Phase II der 
klinischer PrDfung zur Behandlung van Krebserkrankungen. 

Wie andere Peptide werden auch die Oligopeptide der Formel I 
vorzugsweise parenteral ais wassrige Losung verabreicht. Zur 
therapeutischen Anwendbarkeit sind daherwassrige Losungen der 
Oligopeptide erforderiich. Die hierzu eingesetzten wassrigen Ldsungen der 



• ^^PCT/EP2003/005224 

-3- 

X^resoiitensie den Wirks«o« inderTherapieerforderkchen 
TnTe — en und eine hinreicnende Lege— aufwe.se, 

Die Behandiung von Tumorerkrankungen erfordert die parenteral 
werden, aondern mOssen infundiertwerden. 

caengitide beispielswe.ee weist in physio.og.scher Kochsa^aung eine 
sSidsliLit von oirka 1. mg/mi auf . und kann daher fur d,e 

lldich/ergimsicheinzuverabreiohendesVoiumenvonlOO^ 

^naindieseroraaenordnungka icnt menronne werteres 

insert werden und mOssen nachteiihaft infundiert werden. 

Urn das jeweiis zu verabreiohende Voiumen an Wirkstofflosung zu 

eswonsohenswert den Wirkstoffantei. in der jeweil-gen 

Die hierzu erforderiiohen pH-Werte iiegen jedoch in e.nem 
ulysioiogisohen Bereich. was ,m Hinbiiok auf eine parenterale 

Vera lu"9 — ZU ^ ""T""" 

^iscbenpH-WertsUrkabwe.cbenderpH-Wer.zurne.stzu 



10 
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L6 sungen auch nicht hinreichend lagerstab.1 s.nd. 

. »',che Versuche die LOslichkeit der Oligopeptide zu erhdhen 
UmfangreicheVersucneu crfn | a i os wurde beispielsweise 

vediefenohnedengewunscMenErfoiaW 

waren diese LSsungen nicht lagerstab.1. 

von schwer wassedasiichen A—en e^en M > ^ 

Voraussetzungfurd.eFanigKe. Atzn etetoffe dOrfen daher 

diese auch in den Hoh.raum hine,n passen. M Arzne, ^ ^ 

=====SS====: » 



langere Zeit stabil sein. 



20 



25 
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, • ^nnteeinediesenAnforderungenentsprechende 
von 0ber1.8 mg/ml enthait. 

PC) und sogar bei Raumtemperatur (25 C, 6 >/. r. ^ ^ 

ist die enlndungsoemaOe ^ « r . F . 

G^coseeinheKenvonp-Cydodextnnenth^n^und 
Hyd^ppen an ^ ^ — sliohe n. Grupps/n 

und/oder Hydroxypropyl-gruppen. 



10 



20 



25 
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, „ Menoe an im Verhattnls zum P -Cye.odextnn zur Veretherung 
XLe.nheite^ese.zteMo^ngeanNMenox.d. 

B—en^nd^ 

un 7o,8 ganz besonde* bevorzugt m« einem mo,aren 
SubsMutionsgrad von cirka 0,58 - 0,73. 

O.eerfndungsse.a^ 
vonderobensteben— 

enthalten. Bevorzugt enW.de CycM Arg-G,y-Mp- 

DPhe .NMeVaO, °>*^^^S^ Besonders 
NMeAsp-DPhe-Va.) oder CyoMArg-Gry Asp NM 

be vorzugt H Ceng.de entbate, C '^;" ^e-NMe-Va,). 
ew abnt, die chemische Bezeichnung CycMArg Oy 
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WO 2004/000344 



10 



15 



erfoideriichen Menge enthalten sein. 

„• kan n die erfindungsgemallen wassrige Zubereitung weitere 
Weiterh.n kann die effindu g g Antloxid an«en wie 

Ascorbinsaure Oder QUrim R ol , Tniom ersal eder 

4000 Oder 6000 oder Dextrane enthalten. 

Wertesgeeignetsmd.Sowerteine vomjqsw eise in einer 

einerKen—n^ 

Ko*^ von 10*20 mMo«^ 

30 



#^PpCT/EP2003/005224 

""2 5 Gew.-% HvdroxypropyUp-CyctodextHn eine. molaren 
Substitutionsgrad von 0,5 bis 0,8. 

Substitutionsgrad von cirka 0.58-0,73. 

ggf . die weiteren Hilfsstoffe zufugt. 

enthaltende L6sung noch auf einen pH-Wert 
Anschlieliend wird sterilfiltriert. 
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Die Beispiele. ohne 



da ra U fbeschr a nWzusein.eri a utemdieErftndung. 



Beispiel 1 

h« sattiaungsieslichkeiten wu.de das Oligopeptid bei 



Tabelle 1 




-l-Wert 


Rezeptur 

[' 


lengitide [p 
ng/ml] 


^65" 


U^j^TunSjeWolTszvvecke 


4,67 * 

— — r 


3,63 








3,91 


6^90 




13,44 


6J9 




12,54 | 


7"^01 


teSdlol/Was^^ 


8,23 


|7?t7 j 


rph^hatpuffer pH 1 


106,10 


TT23 


rphoiphatpuffer pH 2 


65,47 


13,99 


jphbsphatpuffer pH 3 


" 22,48 
18,64 


T4.79 

"too 


Phosphatpuffer pH 5 
Phosphatpuffer pn 7 


17,98 


""■^98 

"6,63 ! 


05%NaCI-L6sung in Wassei 


19,21 
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10 



I r~i u^+miffor nH 3 



Citronensa uic-<r r- 

mil 0,5% Polysorbat80VS^___ 
mit 0,2% Cremophor RH 40 




.^WerfvonSO.gC^^ 
7,02 

, cirh die sattigungsloslichkeit des Oligopeptids 

Die Ergebnisse zeigen. dass s.ch d e * n|cht erh6hen 

Puffergemische ,m sauren Bere,ch ™ erMhte 

Sattgungs^eit Warden zugefQgt . »o hrt dies zu 
LdsKchKeKfOrdasOKgopeptida^ 



10 



#^^CT/EP2003/005224 
„ „ ^ 



Beispiel 2 

SatfgungsBs.iohkeitfOrdasOligopept.d 

^neZusa— -•'"^or F .tItuO.C 

f Zl deaagerung h ochdrucKflOssigke i tsch ro matograph,sch 
Tabelle 2 dargestellt. 



Tabelle 2 




Citronensaure 
Phosphatpuffer pH 3 + 
0,5% Polysorbat 80 VS* 



Citronensaure 
Phosphatpuffer pH 2,5* 
Citronensaure 
Phosphatpuffer pH 3 + 
0,2% Cremophor RH 
40* 



15 
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Citronensaure 
Phosphatpuffer pH 3, 
isotonisiert mit NaCl** 
Citronensaure 
Phosphatpuffer pH 3 + 
b,2% Cremophor RH 
40, isotonisiert mit 
NaCl** 



60 



Natriumchlorid 
isotonisch* 



[Citronensaure 
[phosphatpuffer pH 7, 

NaCl** 

[NaCI~ ~~ 
Phosphatpuffer pH 7 



98,38 170,72 



Tnicht 
bestimmt 



nicht 
bestimmt 



15 



15 



[98,87 
98lT 



15 



99 



98,47 



98,6 



98 



96,6 



95 



*Rezepturaus Tabelle 1 

** zusatzliche Rezeptur zu Tabelle 1 

NaCI-L6sung am stabilsten ist. 
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Beispiel 3 

Sa t«g U ngs.6slichke«en der OKgopeptide bei Zusatz von p- 
Cyclodextrinethern 

Zusat2 esvon p-Cyclodextnnetbern (MS 0 63 a* d,e 
SattigungsMchkeften der O.igopepflde besbmmt. D,e Ergebn 
Tabelle 3 dargestellt. 



Tabelle 3 
Rezeptur 


Konzentration h 

Cilengitide 

[mg/ml] 


DH-Wert 


^^yi^^oxypropyl-li- | 
Cyclodextrin (20%) 


>90 ' 


7,02 

(80 mg Cilengitide in 
20% 2-Hydroxypropyl- 
Ji-Cyclodextrin) 


Cyclodextrin(15%) 


>60 


wisser/2-Hydroxypropyl-(i- 
jcyclodextrir^^ 


>40 



proportion* zur Konzentration an p-Cydodextrinether. 



20 
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Beispiel 4 

Wassrige Zubereitung enthaltend: 

200 mg 2-Hydroxypropyl-p-Cyclodextrin (MS 0,63) 
80 mg Cilengitide 

ad 1 ml Wasser fiir Injektionszwecke 

DieangegebeneMengeZ-Hyd^py.-P-CyCodextnn ^wurde unter 
D -hr»n in cirka 90 % der angegebenen Menge Wasser fur 

Je eLtene LSsung wurde stewed, in 6 n, V» mlt I- 2 ml L ° SU " 9 
abgefOllt, mit Stopfen verschlossen und gebordelt. 



Beispiel 5 

Verg.eichendeStabi^tsuntersuchung von ZubereKungen enthaltend ein 
Oligopeptid in isotonischer Kochsalziosung oder ,n H- 
CyclodextrinetherkSsung 

Die Zubereitung gemaU Beispiel 4 sowie eine in analoger Weise 
SSL Zubereitung entbaitend 1 SmgM,, Cilengitide Jn iso = ber 
Kola~g (0.9 % NaC) wurden in Ha«stud,en ub^t. 
Hierzu wurden die wassrigen Zubereitungen bei versch,edenen 

Lgen die Ze^etzungsproduKte nocb die gleicben Chromopbere und 
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^♦«ff mi«ai<; HPLC-UV erfasst werden. Die 
konnen wie der Ausgangsstoff mittels HPLU u 

Ergebnisse sind in den Tabellen 4 bis 6 dargestellt. 



Tabelle 4: Stabilitatsdaten be^a^eV^ 

■ : — .. _^ i r^:i~~ I \/on 



Zusammen- 
setzung 



Konzentration ICilen- 



Cilengitide 
[mg/ml] (Start) 



isotonische NaCl 



15mg/ml 




~2-Hydroxy 
propyl-li- 
cyclodextrin 



80 mg/ml 



99,13 



<0,05 



0,05 



<0,05 



cycioaexu 1 1 1 i i ■ 

WeTHnTeln^^ 

Tabelle 5- Stabilitatsdaten bei 25X/60^rP^6V^ 

1 9 Ci.engitide gitide nigung 1 nigung 2 | n.gung 3 

[%1 N 



li^ol^hiNaCl 15 mg/ml 



10,13 



2-Hydroxy- 

propyl-(i- 

cyclodextrin 



0,14 



<0,05 



10 
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Tat)e,,e —. r^rrrr— [VeTunrei- Verunrei- 




2-Hydroxy^ 
propyl-R- 
cyclodextrin 

farh h6heren Konzentration als in der Zubereitung in ,sotorascher 
Zubereitung in isotonischer Kochsalzlosung auf. 



10 



20 



Analytische Testmethoden: 
Aussehen 



voreinerDunkeWvandgema* Ph.Eur.au. ParUke! untersucht 
Gehalts- und Reinheitsbestimmung von Cilengitide 
D , G eba, t ,und R einb«^^ 
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G^ientenelutionrnrtunterschicdr.chemAn.enanzus^ichemAce.onitri. 
durchgefuhrt. 
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Patentansprttche 

, . Wassrige pharmazeutische Zubereftung von Oiigopepbden, entnaUend ein 
Oligopeptid der Formel I 



Cyclo-(n-Arg-nGly-nAsp-nD-nE) (1) 



10 



25 



DundE jeweils unabhangig voneinander Gly, Ala, p-Ala, Asn, Asp, 

Asp(OR). Arg, Cna, Cys, G,n. Giu. His, .Is. Leu, Lys, Lys^c), 
Lys(AoNH 2 ), Lys(AcSH), Met, Nal, N.e. Orn. Phe, 4-HaNPhe, 
homoPhe.Phg.Pro.Pya.Ser.Thr.Tia.T-c.Trp.TyroderVal, 

wobei die genannten Aminosaurereste auch derivative* se,n 

kOnnen, 

R Alkyl mit 1 -1 8 C-Atomen, 

Hal F, CI, Br, I, 

Ao Alkanoy, mi, 1-10 C-A,omen, Aroyl mi, 7-1 1 C-Atomen Oder 

Aralkanoyl mit 8-12 C-A,omen, 

ein Hydrogenatom Oder einen Alkylrest R, Benzyl oder emen 
ZZ™ m« 7-1 8 C-Atomen an der a.pha-Aminofunktion des 
entsprechenden Aminosaurerestes 

bedeuten, 

mit der Bedingung. da* mindestens ein Aminosaureres, Ober einen 
SubstituentennverfOgt, wobei nRbedeutet. 
und wobei, sofern es sich urn Reste optiscb akUver Am.nosaoren und 
Aminosaurederivate handelt, sowon, die D- ais aucb die L- Pormen 
Xescbiossen sind, sowie deren pbysioiogisch unbedenkLebe Saize 



30 
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4. 



und ein verethertes 0-Cyclodextrin mit einer Wasserloslichkeit von grolier 
als1,8mg/mlWasser 

Wassrige pharmazeutische Zubereitung gemaB Anspruch 1 , dadurch 
gekennzeichnet, dass als verethertes p-Cyclodextrin partial, verethertes p- 
Cyclodextrin enthalten ist 

Wassrige pharmazeutische Zubereitung gemaB Anspruch 1 Oder 2. 
dadurch gekennzeichnet, dass die Ethersubstrtuenten im veretherten p- 
Cydodextrin Hydroxyethyl- und/oder Hydroxypropyl-gruppen s,nd 

Wassrige pharmazeutische Zubereitung gemaB einem Oder mehreren der 
Ansprtlche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet, dass das veretherte p- 
Cyclodextrin einen molaren Substitutionsgrad zwischen 0,2 und 10 
aufweist 

Wassrige pharmazeutische Zubereitung gemaB Anspruch 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass das partiell veretherte p-Cydodextrin bezogen a U , 
die Ethersubstrtuenten einen molaren Substitutionsgrad zwischen 0,2 und 2 
aufweist 

Wassrige pharmazeutische Zubereitung gemaB Anspruch 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass das partiell veretherte p-Cyclodextrin bezogen auf 
die Ethersubstrtuenten einen molaren Substitutionsgrad zwischen 0,5 und 
0,8 aufweist 

Wassrige pharmazeutische Zubereitung gemaB einem oder mehreren der 
Ansproche 1 bis 6. dadurch gekennzeichnet, dass das OligopepM 
Cilengitide ist 
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Isoroche 1 bis 7, dadurch gakannzaichnat. dass waiterh.n em 
enthalten ist 

9 W.ssrigepharmazeut.schezuberanunggem^einemodarmeh^nder 
Isprocha l .isS.dadurcbga—bnat.dassd-.esaa.anpH-Wert 
In 5 bis 8. vorzugswaisa einan pH-Wart von 5.6 bis 7,4 auf*a,st 

10 WSssngapharmazauBschaZubaraitonggamaaAnspruchg^adurch 
rallcbnat.dassd.asaa.nanpH-Wartvoneb^.aau.Wa.st 

AnsorOche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet. dass d.ese 20 b,s g 
Slnd1 5 bis 25G aw.-%H^ X vpropv.-P-Cy— n*e,ne m 

m olaran Substitutionsgrad von 0,5 bis 0.8 anthalt 
12 WassrigapharmazautischaZubarartunggamaaAnspruchU dadurch 

rilichnat, dass diasa cirka 80 mg/mi Ci.angi.ida und crka 20 Gaw, 

J HZxypropvl-p-Cvcioda^n m« ainam moiaran Substitutionsgrad vcn 

cirka 0,58-0.73 enthalt 

„ VarfahranzurHarstaaung^^ 

Un^chnat, dass man zunachs, dan ^«tha^ar 
astund anschiiaaand dan WirKstoff so«ia ggf. dia wartaran H.Hsstoffa 



zufugt 
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